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摘 要 : 核桃 青皮 提取 物 具 有 较 好 的 抑 菌 作 用 ， 本 试验 以 核桃 青皮 及 叶片 中 含量 较 高 的 7 


种 植物 次 生 代谢 物 为 研究 对 象 , 评价 其 抑 菌 活性 , 为 解析 核桃 青皮 提取 物 的 抑 菌 活性 及 开发 


新 的 饲 用 抗生素 蔡 代 品 提供 参考 。 以 大 肠 杆菌 、 枯 草 芽 苞 杆 菌 和 金 


将 7 种 植物 次 生 代 谢 物 一 一 绿 原 酸 、 攻 花 酸 、 丁 香 


Ir. 


x te 


As ERA ASC AAA 


ER. P5 T. ATR X 


羟基 茶 甲 酸 和 胡桃 


醒 稀 释 至 1.000 0、0.500 0、0.250 0、0.125 0 和 0.062 5 mg/mL， 采 用 滤纸 片 扩 散 法 以 培养 


24 h 后 抑 菌 圈 直 径 大 小 反映 植物 次 生 代 谢 物 的 抑 菌 活性 。 结果 显示 : 除 大 肠 杆菌 对 羟基 茶 甲 


酸 和 单 宁 酸 不 敏感 外 , 其 他 植物 次 生 代 谢 物 对 3 种 受 试 菌 


对 枯草 芽孢 杆菌 抑制 作用 的 顺序 为 攻 花 酸 > 绿 原 酸 二 对 羟基 苯 甲 酸 > 丁 香 酸 > 单 宁 酸 > 产 


均 有 不 同 程度 的 抑制 作用 。 对 大 肠 


杆菌 抑制 作用 的 顺序 为 业 花 酸 二 胡桃 醒 二 芦 丁 三 丁香 酸 > 绿 原 酸 二 对 羟基 茶 甲 酸 二 单 宁 酸 ; 


丁 二 胡桃 醒 ; 对 金黄 色 和 葡萄 球菌 抑制 作用 的 顺序 为 胡桃 本 > 丁香 酸 > 芒 本 > 单 宁 酸 之 轰 花 酸 


> 对 羟基 苯 甲 酸 > 绿 原 酸 。 由 此 得 出 ， 绿 原 酸 、 靶 花 酸 、 丁 香 酸 、 卢 丁 、 单 宁 酸 、 对 羟基 茶 


酸 对 大 肠 杆 菌 和 枯草 芽孢 杆 


较 强 的 抑制 作用 。 


甲酸 和 胡桃 醒 对 大 肠 杆菌 、 杜 草 芭 他 杆 英 


菌 有 较 强 的 抑制 作 月 


和 人 金黄 色 和 葡萄 球菌 具有 不 同 的 抑制 作用 ,其 中 靶 花 
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昌 , 胡桃 醒 对 大 肠 杆菌 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 具有 
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中 图 分 类 号 : R28 


作为 生产 和 使 用 抗生素 的 大 国 , 我 国 每 年 有 近 一 半 的 抗生素 被 用 于 畜牧 业 , 由 


耐 药 性 威胁 也 越发 受到 公众 关注 。 畜 牧 业 减 用 乃至 停 用 饲 月 


5 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 
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科技 工作 者 致力 于 寻找 抗生素 的 理想 奉 代 


的 作用 ， 常 被 用 于 改善 人 类 健康 和 治疗 疾病 中。 随 着 对 植物 提取 物 中 活 怕 


以 及 对 其 作用 机 到 


抗生素 已 是 大 势 所 趋 ， 各 


此 引发 的 


EPI 


品 。 有 机 酸 、 酶 、 益 生 菌 、 益 生 元 和 植物 提取 物 均 


的 认识 ， 越 来 越 多 的 看 


究 认 为 植物 提取 物 具 有 替代 饲 月 


上 其 有 一 定 地 蔡 代 抗生素 的 潜力 中 。 植 物 提取 物 ， 特 别 是 药 用 植物 提取 物 ， 其 有 抗菌 、 抗 氧化 


成 分 的 分 离 、 鉴 定 


抗生素 的 作用 I]。 


核桃 (Juglans regia Linn) 是 胡桃 科 胡 桃 属 多 年 生 落 叶 乔 木 ， 其 树 皮 、 果 皮 、 枝 叶 和 根 


部 均 可 入 药 ， 具 有 消除 自由 基 、 抗 肿瘤 、 抗 氧化 及 杀 虫 等 作用 [I。 本 实验 室 的 研究 也 表明 ， 


以 25% 乙 醇 提 取 8h 获得 的 核桃 青皮 提取 物 对 大 肠 杆 菌 CEscherichia coli, E. coli) 、 枯 草 芽 


WIFE (Bacillus subtilis, B. subtilis) 、 金 黄色 葡萄 球菌 (Staphylococcus aureus, S. aureus) 


和 胡桃 醒 ; 在 酚 类 化 合 物 中 又 以 对 羟基 共和 甲 


共有 良好 的 抑制 作用 跌 。 核 桃 青皮 提取 物 中 的 化 合 物 主要 是 植物 酚 类 化 合 物 、 黄 酮 > 


化 合 物 则 以 芦 丁 含量 最 高 由 。 这 些 活性 成 分 是 否 是 核桃 青皮 提取 物 具 有 


因 尚 不 清楚 。 本 而 


究 选 用 核桃 青皮 和 叶片 


酸 、 丁 香 酸 、 又 花 酸 和 单 宁 酸 含量 较 高 ， 


抑 菌 活性 的 主要 原 


中 7 种 含量 相对 较 高 活性 成 分 i 


ÍT H PCR 


为 解析 核桃 青皮 提取 物 的 抑 菌 活性 及 开发 新 的 饲 用 抗生素 蔡 代 品 提供 参考 。 


1 材料 与 方法 


Ll 试验 设计 


Ea At, 


本 试验 采用 K-B 7X (Kirby-Bauer test) YERAI BOAO, LAK iar ia. Fi SEAT A 


1.2 ”试剂 与 菌 种 


金黄 色 葡萄 球菌 为 受 试 菌 ， 分 别 以 1.000 0、0.500 0、0.250 0、0.125 0 和 0.062 5 mg/mL 的 
AER HER TER FT. ATR HIERE RAHET 
径 大 小 反映 其 体外 抑 菌 活 性 。 


究 对 象 ， 以 抑 菌 圈 直 
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绿 原 酸 (纯度 三 98%) . HER (纯度 三 9$3%) . TER 〈 纯 度 >98%) . ET AE 


>95%) . APR (ATE > 98%) 和 对 羟基 葵 甲 酸 CAE EE — 9896) 7j BBI Life Science 公司 产 


品 ; 胡桃 醒 (AE RE — 9796) A Sigma-Aldrich 公司 产品 ; ARF 8$ zR 4 C2 E 29696) 为 Genview 


公司 产品 ; 大 肠 杆菌 、 枯 草 芽 孢 杆菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 为 新 疆 农 业 大 学 动物 营养 实验 室 保存 


1.3 ”活化 菌 种 及 菌 惹 液 的 制备 0 


挑 取 待 活化 菌 种 在 LB 固体 培养 基 上 划 线 ，37 恒温 培养 箱 培 养 24 hn， 至 长 出 菌落 。 
挑 取 单 菌落 接种 于 5 mL LB 液体 培养 基 ， 于 37 'C. 170 r/min 培养 过 夜 后 用 无 菌 LB 液体 培 


养 基 将 细菌 浓度 调 为 10s CFU/mL 的 菌 悬 液 备 用 。 


1.4” 供 试 样品 的 秆 


R 


;准确 称 取 待 测 植物 次 生 代 谢 物 2.0 mg, 用 相应 溶剂 溶解 使 浓度 为 1.000 0 mg/mL 后 备用 。 
绿 原 酸 和 对 羟基 苯 甲 酸 用 无 菌 生理 盐水 配制 ， 靶 花 酸 和 芦 丁 用 0.2 mol/L ASLAN (NaOH) 


配制 ， 单 宁 酸 、 丁 香 酸 和 胡桃 醒 分 别 用 25% 乙 醇 、50% 乙 醇和 无 水 乙醇 配制 。 取 母液 用 相应 


溶剂 进行 2 倍 稀释 ， 稀 释 终 浓度 为 0.500 0、0.250 0、0.125 0 和 0.062 5 mg/mL. 


15 药 敏 片 的 制备 


用 打 孔 器 将 定性 滤纸 制 成 药 敏 片 (直径 =6 mm) ， 药 敏 片 在 相应 溶剂 中 室温 浸泡 10 min 
后 备用 。 


L6 ” 抑 菌 活性 的 测定 


取 0.1 mL 浓度 为 108 CFU/mL 的 菌 悬 液 均 匀 涂 布 在 LB 固体 培养 基 上 , 待 培养 基 将 菌 液 
吸收 完全 后 用 无 菌 锯 子 夹 取 药 敏 片 置 培养 基 表 面 并 使 药 敏 片 完全 贴 服 ， 将 培养 四 倒置 放 入 
37 C 恒 温 培养 箱 中 培养 24 h 后 用 十 字 交 文法 测量 抑 菌 圈 直 径 。 试验 以 相应 溶剂 作为 空白 对 
照 ， 以 0.10 mg/mL 氮 革 青霉素 钠 为 阳性 对 照 。 所 有 样本 均 重 复 3 次 。 


1.7. 数据 统计 分 析 


数据 用 SPSS 18.0 软件 进行 分 析 ， 结 果 用 平均 值 + 标准 差 “mean+SD ) 表示 。 当 因素 水 


平 达到 显著 后 采用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 ， 显 著 水 平 为 P<0.05。 
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2 BREA 


2.1 不 同 浓度 绿 原 酸 的 抑 菌 活性 

绿 原 酸 对 大 肠 杆菌 和 枯草 芽孢 杆菌 具有 较 强 的 抑制 作用 , 对 金黄 色 葡萄 球菌 的 抑制 作用 
较 弱 (图 1) 。 从 表 1 可 以 看 出 , 绿 原 酸 对 供 试 菌 的 抑制 作用 由 强 至 弱 依 次 为 枯草 芽 孢 杆 菌 、 
大 肠 杆菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 。 不 同 浓度 的 绿 原 酸 对 大 肠 杆菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 的 抑 菌 圈 直径 


均 显 著 小 于 氨 革 青 霍 素 钠 (P<0.05) ;而 对 枯草 芽孢 杆菌 ， 绿 原 酸 谊 度 为 1.000 0 mg/mL 时 
的 抑 菌 圈 直 径 与 氮 葵 青霉素 钠 无 显著 差异 (P>0.05) ， 表 明 绿 原 酸 对 枯草 芽孢 杆菌 具有 极 强 
的 抑制 作用 。 


1 绿 原 酸 对 大 肠 杆菌 CAO 、 枯 草 芽孢 杆菌 CB) 、 金 黄色 葡萄 球菌 CC) 的 抑制 作用 
Fig.l Inhibitory effect of chlorogenic acid on E. coli (A), B. subtilis (B) and S. aureus (C) 


表 1 不 同 浓度 绿 原 酸 的 抑 菌 圈 直 径 


Table 1 Diameter of inhibition zone of chlorogenic acid in different concentrations mm 
JüH Items 大 肠 杆 菌 枯草 芽孢 杆菌 金黄 色 葡 萄 球菌 
E. coli B. subtilis S. aureus 


绿 原 酸 浓度 Chlorogenic acid concentration/(mg/mL) 


1.000 0 9.32+0.13? 12.2541.62 7.75+0.20° 
0.500 0 8.50+0.40° 9.92+0.42° — 
0.250 0 一 9.25+0.35° — 
0.1250 — = — 
0.062 5 — — — 


空白 对 照 〈 生 理 盐 水 ) 


Blank control (normal saline) 


201812.00837v1 


chinaXiv 


80 


81 


82 


83 


84 


85 


86 


87 


88 


89 


90 


91 
92 


93 


94 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


阴性 对 照 (0.10 mg/mL 氨基 青霉素 钠 ) 14.6740.58" 11.4240.38" 12,3340.38" 


Positive control (0.10 mg/mL ampicillin sodium) 


一 : 无 抑制 作用 。 同 列 数据 户 标 不 同 小 写字 母 表 示 差 异 显著 (P<0.05) 。 下 表 同 。 

—1 no inhibitory effect. Values in the same column with different small letter superscripts 
mean significant difference (P<0.05). The same as below. 
22 不 同 浓度 对 羟基 葵 甲 酸 的 抑 菌 活性 


在 0.062 5 一 1.000 0 mg/mL 浓度 范围 内 对 羟基 葵 甲 酸 对 大 肠 杆 菌 无 抑制 作用 ， 对 枯草 芽 


孢 杆 菌 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 具有 一 定 的 抑制 作用 ， 其 中 枯草 芽孢 杆菌 对 对 羟基 茶 甲 酸 较 敏 感 


(图 2) 。 由 表 2 可 知 ， 在 对 羟基 葵 甲 酸 浓度 为 1.000 0 mg/mL 时 ， 对 枯草 芽孢 杆菌 和 金黄 


色 葡 萄 球菌 的 抑 菌 圈 直 径 分 别 为 10.58 和 8.50 mm， 但 都 显著 小 于 氨 共 青霉素 钠 的 抑 菌 圈 直 


径 。 随 着 浓度 的 降低 , 对 羟基 茶 甲 酸 的 对 枯草 芽孢 杆菌 和 人 金黄 色 葡 萄 球菌 的 抑 菌 圈 直 径 均 显 


著 下 降 (P<0.05) 。 


图 2 ”对 羟基 葵 甲 酸 对 大 肠 杆菌 A) 、 枯 草 芽孢 杆菌 〈B ) 、 金 黄色 葡萄 球菌 〈C) 的 抑制 作 


用 
Fig.2 Inhibitory effect of p-hydroxybenzoic acid on E. coli (A), B. subtilis (B) and S. aureus (C) 


表 2 不 同 浓度 对 羟基 茶 甲 酸 的 抑 菌 圈 直 径 


Table 2 Diameter of inhibition zone of p-hydroxybenzoic acid in different concentrations mm 


项 目 Items 大 肠 杆菌 枯草 芽孢 杆菌 金黄 色 和 葡萄 球菌 


E. coli B. subtilis S. aureus 


对 羟基 葵 甲 酸 浓度 p-hydroxybenzoic acid concentration/(mg/mL) 


201812.00837v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


1.000 0 — 10.5840.38^ — 
0.500 0 — 10.17+0.29° = 
0.250 0 — 9.08+0.144 = 
0.125 0 — = = 
0.062 5 — = — 


空白 对 照 〈 生 理 盐 水 ) 一 一 一 
Blank control (normal saline) 
日 性 对 照 (0.10 mg/mL AFEERI) 14.6740.58 11.4240.382 12.3340.38* 


Positive control (0.10 mg/mL ampicillin sodium) 


a 


95 23 MEREERIN TE 


96 PERN 3 种 受 试 菌 均 具有 一 定 的 抑制 作用 《图 3) 。 由 表 3 可 知 ， 轰 花 酸 对 大 肠 杆 菌 


97 ”和 枯草 芽孢 杆菌 具有 较 强 的 抑制 作用 ,在 0.062 5 一 1.000 0 mg/mL 浓度 范围 内 均 具 有 抑制 作 


98 He 相 比 之 下 ， 辐 花 酸 对 枯草 芽孢 杆菌 的 抑制 作用 强 于 对 大 肠 杆菌 的 抑制 作用 ， 且 当 浓 度 达 


99 “到 0.250 0 mg/mL Jn, IRI A NB A BAF ARB BAW 


100 —— (P<0.05) , Di BAXT HE SE ZE PLAT PRI T EA ETARE ERN. RIKER] 1.0 mg/mL 


101 ”后 对 金黄 色 葡 萄 球菌 才 具 有 换 制 作用 , HRI S ee E08] A8 ER BREED I 8] ELS EI T RC E 


S 


100 ÆRA CP<0.05) , WHERE] se a E G8] ER al TU T E FS T RC ERR RAI 


103 图 3 PERIA CAO . RESORT I (BO 、 金 黄色 葡萄 球菌 《〈C) 的 抑制 作用 


104 Fig.3 Inhibitory effect of ellagic acid on E. coli (A), B. subtilis (B) and S. aureus (C) 
105 表 3 AARC PSI ELTE 


106 Table 3 Diameter of inhibition zone of ellagic acid in different concentrations mm 
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大 肠 杆菌 枯草 芽孢 杆菌 。 金黄 色 葡 萄 球菌 
E. coli B. subtilis S. aureus 

轰 花 酸 浓度 Ellagic acid concentration/(mg/mL) 
1.000 0 13.50+0.50° 14.1740.29* 11.17+0.76> 
0.500 0 12.83+0.76% 12.50+0.50° 一 
0.250 0 12.17+0.76° 12.33+0.29° — 
0.125 0 10.50+0.504 9.67+0.584 — 
0.062 5 9.67+0.584 8.50+0.50° — 
空白 对 照 (0.2 mol/L NaOH) 
Blank control (0.2 mol/L NaOH) i 7 7 
阳性 对 照 (0.10 mg/mL AREER) 

14.67+0.58° 11.42+0.38° 12.3340.38* 


Positive control (0.10 mg/mL ampicillin sodium) 
24 不 同 浓度 芦 丁 的 抑 菌 活性 


在 3 种 受 试 菌 中 , 相 比 于 枯草 芽孢 杆菌 , 大 肠 杆菌 和 金黄 色 葡 萄 球菌 对 上 芦 本 更 为 敏感 ( 


4) 。 由 表 4 可 知 ， 芦 丁 浓度 为 1.0 mg/mL 时 ， 对 大 肠 杆菌 、 枯 草 芽 孢 杆菌 、 金 黄色 葡萄 球 


菌 的 抑 菌 圈 直 径 分 别 为 10.83、8.75 和 10.67 mm。 由 此 可 以 看 出 ， 芦 丁 对 供 试 菌 的 抑制 作用 


顺序 为 大 肠 杆菌 = 金黄 色 葡 萄 球菌 之 枯草 芽孢 杆菌 。 不 同 浓度 的 芦 了 对 3 种 供 试 菌 的 抑 菌 圈 


直径 均 显著 低 于 氨 休 青霉素 钠 〈P<0.05) ， 随 着 浓度 的 降低 ， 芦 耳 对 3 种 受 试 菌 的 抑 菌 圈 直 


径 均 显著 下 降 (P<0.05) 。 


4 芦 丁 对 大 肠 杆 菌 〈A) 、 顶 草 芽孢 杆菌 “B)〉、 金 黄色 葡萄 球菌 “C) 的 抑制 作用 
Fig.4 Inhibitory effect of rutin on E. coli (A), B. subtilis (B) and S. aureus (C). 
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表 4 AEREA T HRH K ELTE 
Table 4 Diameter of inhibition zone of rutin in different concentrations mm 
项 目 Items 大 肠 杆菌 枯草 芽孢 杆菌 金黄 色 葡 萄 球菌 
E. coli B. subtilis S. aureus 


芦 丁 浓度 Rutin concentration/(mg/mL) 


1.000 0 10.83+0.14° 8.75+0.25° 10.67+0.76° 
0.500 0 10.17+0.29° mE 9.1740.29° 
0.250 0 7.83+0.294 — 7.6740.294 
0.125 0 = = = 
0.062 5 = = — 


空白 对 照 (0.2 mol/L NaOH) = = — 


Blank control (0.2 mol/L NaOH) 


阳性 对 照 (0.10 mg/mL ARE ERH) 14.6740.58 11.4240.38" 12.3340.38 


Positive control (0.10 mg/mL ampicillin sodium) 


2.5 ”不同 浓度 单 宁 酸 的 抑 菌 活性 


单 宁 酸 对 3 种 受 试 菌 的 抑制 作用 均 较 弱 CELO 。 由 表 5 可 知 ， 单 宁 酸 对 大 肠 杆菌 无 抑 


制作 用 。 浓度 为 1.0 mg/mL HF, 单 宁 酸 对 枯草 芽孢 杆菌 和 人 金黄 色 葡 萄 球菌 的 抑 菌 圈 直 径 分 别 


749.42. 8.83 mm， 显 著 小 于 氮 葵 青霉素 钠 对 上 述 受 试 菌 的 抑 菌 圈 直 径 (P<0.05) ， 并 且 随 


着 浓度 的 降低 ， 单 宁 酸 对 枯草 芽孢 杆菌 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 的 抑 菌 圈 直 径 显著 下 降 CP<0.05) ， 


当 浓度 低 于 0.5 mg/mL 后 ， 对 枯草 芽 克 杆菌 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 不 再 具有 抑制 作用 。 


图 5 单 宁 酸 对 大 肠 杆菌 “A)〉 、 桔 草 芽孢 杆菌 CB) 、 金 黄色 葡萄 球菌 〈《C) 的 抑制 作用 
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125 Fig.5 Inhibitory effect of tannic acid on E. coli (A), B. subtilis (B) and S. aureus (C) 
126 #5 不 同 浓度 单 宁 酸 的 抑 菌 圈 直 径 
127 Table 5 Diameter of inhibition zone of tannic acid in different concentrations mm 
项 目 Items 大 肠 杆 菌 枯草 芽孢 杆菌 金黄 色 葡 萄 球菌 
E. coli B. subtilis S. aureus 


单 宁 酸 浓度 Tannic acid concentration/(mg/mL) 


1.000 0 一 9.4240.38° 8.834:0.14^ 
0.500 0 — 8.17+40.52° 7.58+40.14° 
0.250 0 — = — 
0.125 0 — = — 
0.062 5 — — = 


T 


白 对 照 (25% 7, B) — = m 


Blank control (2596 ethanol) 


阳性 对 照 〈《0.10 mg/mL 9C FF Be SS9AO 14,6740.58 11424038 12333038 


Positive control (0.10 mg/mL ampicillin sodium) 


128 


129 


130 


131 


132 


133 


2.6 不 同 浓度 丁香 酸 的 抑 菌 活性 


丁香 酸 对 3 种 受 试 菌 均 具 于 具有 一 定 的 抑制 作用 (图 6) 。 由 表 6 可 知 ， 丁 香 酸 浓度 为 


1.0 mg/mL 时 ，3 种 受 试 菌 均 对 丁香 酸 表现 出 不 同 的 敏感 性 ， 其 中 枯草 芽孢 杆菌 对 丁香 酸 最 


敏感 ， 抑 菌 圈 直 径 最 大 ， 并 显著 大 于 阳性 对 照 CP«0.05) ， 说 明 1.0 mg/mL 丁香 酸 对 枯草 芽 


孢 杆菌 具有 较 强 的 抑制 作用 。 但 当 丁 香 酸 的 浓度 低 于 0.5 mg/mL 后 ， 对 枯草 芽孢 杆菌 不 产生 


抑制 作用 。 与 大 肠 杆菌 相 比 ， 丁 香 酸 对 金黄 色 葡 萄 球菌 具有 更 强 的 抑制 作用 。 
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CB) 、 金 黄色 葡萄 球菌 〈《C) 的 抑制 作用 


135 Fig.6 Inhibitory effect of syringic acid on E. coli (A), B. subtilis (B) and S. aureus (C) 

136 表 6 不 同 浓 度 丁香 酸 的 抑 菌 圈 直 径 

137 Table 6 Diameter of inhibition zone of syringic acid in different concentrations mm 
项 目 Items 大 肠 杆 菌 枯草 芽孢 杆菌 金黄 色 葡 萄 球菌 

E. coli B. subtilis S. aureus 

丁香 酸 浓度 Syringic acid concentration/(mg/mL) 
1.000 0 9.3340.29> 13.5041.32* 10.50+£0.50° 
0.500 0 8.17+40.29° 9.42+0.38° 9.67+40.29° 
0.250 0 7.6740.29° — 8.670.294 
0.125 0 — =: 7.83+40.29° 
0.062 5 — — — 
空白 对 照 (50% GE) 一 一 一 
Blank control (50% ethanol) 
PEERS HR (0.10 mg/mL RETER) 14,6740.58" 11.42+0.38 12.3340.38* 
Positive control (0.10 mg/mL ampicillin sodium) 

138 27 不 同 浓度 胡桃 醒 的 抑 菌 活性 

139 胡桃 醒 对 大 肠 杆 菌 、 枯 草 芽 孢 杆菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 均 表 现 出 不 同 程 度 的 抑制 作用 C 


ku 


140 7). HH 7 AR, RE AT bed HL D al 


fe, 


14] ”对 照 均 无 显著 差异 (P>0.05) ， 因 


1.000 0 mg/mL 胡桃 醒 与 空白 对 照 及 阳性 


胡桃 醒 中 有 1 个 滤纸 片 无 抑 菌 圈 ， 导 致 标准 差 较 大 ， 原 因 


142 ”可 能 是 实验 操作 较 慢 , 无 水 乙醇 挥发 过 快 。 对 大 肠 杆 菌 和 金黄 色 葡萄 球菌 , 在 0.062 5— 1.000 


143 Omg/mL 浓度 范围 内 ,胡桃 醒 对 大 肠 杆 菌 和 金黄 色 葡 萄 球菌 均 有 抑 菌 圈 的 出 现 ， 显 示 出 较 高 


144 ”的 敏感 性 ; 当 胡 桃 醒 浓度 为 1.000 0 mg/mL 时 , 抑 菌 


圈 直 径 与 阳性 对 照 无 显著 差异 (P>0.05)， 


145 


146 


147 
148 


149 


150 


其 抑 菌 圈 直径 甚至 显著 高 于 阳性 对 照 CP<0.05) ， 表 明明 桃 醒 对 大 肠 杆菌 和 金黄 色 葡 萄 球 
具有 较 强 的 抑制 作用 。 
7 “胡桃 醒 对 大 肠 杆 菌 〔〈A) 、 桔 草 芽孢 杆菌 CB) 、 金 黄色 葡萄 球菌 〈C) 的 抑制 作用 
Fig.7 Inhibitory effect of juglone on E. coli (A), B. subtilis (B) and S. aureus (C) 
表 7 ATAU RE HAE RE AY) TO DS PS] ELTE 
Table 7 Diameter of inhibition zone of juglone in different concentrations mm 
JH Items 大 肠 杆 菌 枯草 芽孢 杆菌 金黄 色 葡 萄 球菌 
E. coli B. subtilis S. aureus 
胡桃 醒 浓 度 Juglone concentration/(mg/mL) 
1.000 0 15.67x2.03* 7.92+5.86 12.58:0.76* 
0.500 0 12.00+0.50° m 11.67+0.88? 
0.250 0 10.47+0.06" — 10.33+0.80° 
0.125 0 9.42+0.80°4 m 9.33+0.52° 
0.062 5 8.17+£0.29% a 8.17+0.29° 
空白 对 照 〈 无 水 乙醇 ) 
7.10+0.10° 7.10+0.10 7.10+0.104 
Blank control (anhydrous ethanol) 
Pe ec 14.67+0.58* 11.42+0.38 12.3340.383 


Positive control (0.10 mg/mL ampicillin sodium) 


1531 3 wW it 


152 31 酚 类 化 合 物 的 抑 菌 活性 及 其 机 制 


153 TAB 


青皮 提取 物 对 细菌 、 真 菌 都 有 较 好 的 抑 人 


xd 


MERIGS, 5 


bal TE 


的 主要 活性 物质 


154 ” 尚 不 清楚 。 酚 酸 、 黄 酮 类 化 合 物 和 胡桃 醒 是 核桃 青皮 的 主要 植物 次 生 代 谢 物 。Nour SAA) 


155 ”用 反 相 高 效 液 相 色 谱 (RP-HPLC) 测定 了 核桃 叶片 日 


156 ”其 中 主要 是 酚 酸 、 黄 酮 和 胡桃 醒 ， 发 现在 黄酮 类 化 合 物 中 杨梅 素 、 儿 茶 素 和 


157 f, f$ 100 g 鲜 习 


i 


pap 


中 分 别 达 到 141.05. 212.81 和 99.08 mg, HERE 


核桃 叶 


FP Se HH 17 种 酚 类 化 合 物 的 含量 ， 


IF 


LL. 


71 
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168 


169 


170 


171 


172 


173 


174 


175 


176 


177 


178 


179 


180 


酚 酸 ， 每 


丁香 酸 和 没食子 酸 则 更 低 ， 


昆 含量 为 88.73 mg. 


中 的 酚 酸 含量 , 结果 发 现 对 
306.7. 237.4 和 427.0 pg/g 干 物质 ， 而 没食子 酸 含量 


物质 ， 在 核桃 青皮 提取 物 中 未 检 出 


每 100 g 鲜 重 中 达到 84.62 mg, 


然而 ， 


TY 


种 化 合 物 i 


AE nde DURS. 


从 分 子 结构 来 看 ， 


酸 的 单 取代 酚 酸 ， 


行 独立 抑 菌 活性 研究 ， 


f$ 100 g 鲜 


EXTR 


2x] 


AN 


酸 含量 并 不 高 ， 每 100 g 


RE 


ph 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


重 中 仅 分 别 为 0.66 和 0.30 mg， 每 100 g f£ 


Chrzanowski 等 外 以 80% 甲 醇 提 取 核 桃 青皮 提取 物 ， 


X73 5.21 mg, 


重 中 胡桃 


并 测定 了 其 


绿 原 酸 、 单 宁 酸 、 


Wi. PEE PEAT Bal. 


8j, 植物 酚 类 化 合 物 和 黄酮 类 


克 氏 肺炎 杆菌 、 


Rl, PT Mae 


a 


o ABE, ASK 


RCRA TJ EMO Ty. HAER 


化 合 物 对 细菌 


为 阐明 核桃 青皮 提取 物 的 抑 菌 活性 


、 绿 原 酸 、 单 宁 酸 和 丁香 酸 含量 较 高 , 分 别 达到 618.8、 


最 低 ， 在 叶片 提取 物 中 仅 为 12.6 ugg F 


究 选 取 了 核桃 次 生 代谢 物 中 含量 较 高 的 7 


丁香 酸 则 是 对 羟基 茶 甲 酸 的 衍生 物 ， 胡桃 醒 属 茶 醒 > 


以 及 开发 新 的 饲 用 抗 生 


RUG. KEE 


BEA 


RAEM o EER E SO A Be E E BR 


伤寒 沙门 氏 杆 菌 ， 并 且 其 抑制 作用 


酸 可 抑制 肺炎 双 球 菌 


小 抑 菌 浓度 (MIC) 45973 20. 20. 40. 40. 80 pg/mL"). 


内 的 17 种 细菌 和 2 种 酵母 的 生长 。 丁 香 酸 可 捉 种 


KU, 在 本 研究 中 ， 除 大 肠 杆菌 对 


、 痢 疾 杆菌 、 


SEXE DUE 


HREJE 73 200—400 ug/mL 时 可 抑制 


假 单 胞 菌 对 缩合 单 宁 敏 感 , 而 大 肠 杆菌 、 沙 门 氏 菌 、 


金黄 色 


葡萄 球 


酸 抑 菌 活性 的 研究 


Pj. hU EPEAT Pals 


大 肠 杆菌 、 


tu 


还 鲜 见 报道 


SER CS ER TRA 


o Cho &U51 JA fi 5 


对 可 


R] 


RARER BE 


色 葡萄 球菌 、 大 肠 杆菌 0157、 阪 崎 肠 杆 菌 具 有 一 定 的 抑制 作用 5， 绿 原 


大 肠 杆菌 等 生长 ， 其 最 


变形 链球 菌 和 铜绿 


水 解 单 宁 敏 感 04。 


1 提取 的 对 羟基 葵 


种 受 试 菌 均 有 不 同 程度 的 抑 各 


MEH. 


通过 改变 微生物 台 


| 胞 膜 通 透 性 、 


PRE AS HH 


j 产 乙醇 大 肠 杆 


酸 和 音 


些 植物 源 活性 成 分 起 到 抑 菌 和 杀菌 


干扰 栈 


活性 、 


改变 细胞 代谢 、 抑 和 


的 作 月 


HI 


AAT, S/R RAE RE RE CI ARTT ROAD EAL 


BE FE EE. HES SLIT RUNI ce Be C8] E ER PR 


Fl A PR UAE RT. 


在 


P LYO1 All Bix iat ay FF Ba AY AE 


宁 酸 不 敏感 外 ， 其 他 植物 次 生 代谢 物 对 3 


181 


182 


202 


203 


构 ， 增 加 细胞 的 通 透 性 ， 一 方面 影响 细胞 结构 的 稳定 性 ， 另 一 方面 导致 金属 离子 、 


渗 漏 ， 使 细胞 内 物质 和 


we 


AAT CHO 浓度 梯度 消失 ，ATP 合成 减少 9。 黄 酮 类 化 合 物 通 


异 构 酶 、 二 气 叶 酸 还 原 酶 活 


抑制 剂 ， 可 选择 性 


DNA 连接 R11。 


性 [22] d 


3.2. ”胡桃 醒 的 抑 菌 活 


胡桃 醒 具 有 多 种 生物 活性 ， 如 抗 肿瘤 、 抗 氧化 、 抑 菌 、 


化 感 作 用 、 


js 


ASIE SME, 


URS oF PAE A EA] Ec 7) NIU PLE 25 73 75 pg/mL ,对 金黄 色 葡 


hg/mL。 在 其 中 1 个 滤纸 片 无 抑 


ay 


7L 


醇 挥 发 过 快 。 本 下 


胞 活力 和 细胞 内 ATP 水 平 


促进 大 肠 杆菌 


性 及 机 制 


| 植物 病原 真菌 


SERSAN 


快速 降低 ， 这 主 


性 从 而 抑 各 


除 此 以 外 ， 黄 酮 类 化 合 物 还 


ChinaXiv& 


能 量 代谢 水 平 降低 ， 进 而 起 


a A 
ZTE | 


和 蛋白质 的 
到 抑 菌 作用 0820。 丁 香 酸 可 使 啤 崎 肠 杆菌 
于 膜 通 透 性 降低 后 导致 钾 离子 (K*) 和 


和 抗 肿瘤 等 领域 P)， 


THEE, HERE EI EU He Hi th 


WE, PRUNE RK, AN féz 


1， 胡 桃 醒 的 浓度 稀释 至 0.062 5 mg/mL 时 对 大 肠 杆 


瑚 均 具 有 一 定 的 抑 各 


EAHA K^. Na 


桃 醒 的 抑 菌 作用 机 理 与 植物 多 酚 相 似 , 也 是 通过 


过 抑制 细 邯 


i 


ANS 


HAE E RE 2 PE S BA A REE 8100 ERE T 


| DNA 解 旋 酶 、 拓 扑 
1 细菌 DNA 的 合成 (1。 芦 丁 是 非常 强 的 拓扑 异 构 酶 IV 


拓扑 异 构 酶 IV 依 赖 的 DNA 切割 ， 抑 制 依赖 拓扑 蜡 构 酶 IV 的 


虫 等 ， 目 前 的 


My 


kh 


完 主 要 集中 在 


而 有 关 其 对 细菌 抑制 作用 的 研究 较 少 。 


| 大 肠 杆菌 等 细 


Bal, XAA eal 


破坏 大 肠 杆菌 细胞 膜 完整 性 


Ly 


:等 带电 离子 外 漏 ， 降 低 细 胞 对 和 葡萄糖 的 摄 入 及 ATP 合成 酶 ; 


欧 球 菌 的 最 小 抑 菌 浓度 约 为 37.5 


实验 操作 较 慢 ， 无 水 乙 


菌 和 金黄 色 和 葡萄 球 


作用， 而 当 胡 桃 醒 的 浓度 稀释 至 0.500 0 mg/mL 时 已 不 抑制 枯草 芽孢 杆 


菌 。 这 种 差异 可 能 与 受 试 菌 的 浓度 、 溶 解 活性 成 分 的 溶剂 、 生 长 的 培养 基 及 pHORORUT. HH 


Wang 等 R735 利用 蛋白质 


诱导 过 氧化 的 发 生 ; 


达 ， 并 直接 与 DNA 结合 降低 DNA WS fi 


333 ”不同 植物 次 生 代谢 物 抑 


copra 


组 学 技术 看 


抑制 参与 蛋 


JUANA, WADE 


白质 合成 、 


的 差异 及 原因 


1 和 转录 。 


Ni UT de v CS AT ERES 


化 还 原 酶 的 表 


三 羧 酸 循环 、DNA M RNA 合成 的 蛋白 质 表 


(FREI 
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在 本 研究 中 , 根据 抑 菌 圈 直 径 的 大 小 可 以 看 出 , IAA E EF I AR TC > 


AES E T = T ER> RRR > H ERR = TR, 对 枯草 芽孢 杆菌 抑制 作用 的 顺序 


KARS BR ELE = HAER FAR > ] BR ETRS F J >HI; 对 金黄 色 和 葡萄 球菌 抑 


TUE FH ES I Ag Bk Be > T 588 — P3] D ETR EBENE > AER R ARR o HE 


见 ，7 种 植物 次 生 代谢 物 对 受 试 菌 均 具有 一 定 的 抑制 作用 ， 但 不 同化 合 物 的 抑 菌 活性 又 存在 


明显 不 用 。 这 种 差异 可 能 与 化 合 物 的 结构 、 理 化 性 质 、 受 试 菌 的 细胞 结构 有 关 。 分 子 结构 中 


的 官能 团 是 影响 抑 菌 活性 的 重要 因素 之 一 。 如 黄酮 类 化 合 物 中 的 焦 酚 结构 是 强 抑 菌 活性 的 指 


针 ; 另外 ， 具 有 抑 菌 活性 的 黄酮 类 化 合 物 在 其 A 环 的 C-5 和 C-7 bz EARN, Kabir 等 


P91 报道 绿 原 酸 及 其 入 生 物 的 解 离 常数 (pKa) 和 分 配 系数 〈LogP) 不 同 ， 其 抑 菌 活性 存在 明 


显 差异 ， 并 发 现在 中 性 pH 条 件 下 ，pK。 值 越 大 ， 抑 菌 活性 也 越 大 ， LogP 值 与 抑 菌 活性 呈 显 


著 的 相关 关系 。Yang 等 站 认为 ， 革 兰 氏 阳 性 菌 细胞 壁 含 大 量 肽 聚 糖 ， 酚 类 化 合 物 等 疏水 性 


分 子 易 穿 透 细胞 ， 作 用 于 细胞 壁 和 细胞 质 , 在 低 浓 度 时 可 干扰 能 量 产生 的 酶 ， 高 浓度 时 可 导 


致 重 白质 变性 ;而 革 兰 氏 阴 性 菌 的 肽 聚 糖 含量 要 少 的 多 并 且 有 一 层 外 膜 ， 因 此 ,， 革 兰 氏 阳 性 


绿 原 酸 、 讼 花 酸 、 丁 香 酸 、 上 芦 丁 、 单 宁 酸 、 对 羟基 茶 甲 酸 和 胡桃 醒 这 7 种 植物 次 生 代谢 


物 对 大 肠 杆菌 、 杜 草 芽孢 杆菌 和 金黄 色 葡 萄 球菌 具有 不 同 的 抑 菌 活性 , HP RERA KT 


菌 和 枯草 芽孢 杆菌 具有 较 强 的 抑制 作用 , 胡桃 醒 对 大 肠 杆菌 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 具有 较 强 的 抑 


制作 用 。 
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Abstract: Extracts from walnut (Juglans regia L.) green husks showed good antibacterial effect. In 
this experiment, the antibacterial activities of seven plant secondary metabolites with higher 
content in walnut green husks and leaves were evaluated to provide references for resolving the 
antibacterial activity of walnut green husk extracts and development of new feed antibiotics 
substitutes. Escherichia coli (E. coli), Bacillus subtilis CB. subtilis) and Staphylococcus aureus 

CS. aureus) were used as the tested bacteria. The seven plant secondary metabolites, chlorogenic 
acid, ellagic acid, syringic acid, rutin, tannic acid, p-hydroxybenzoic acid and juglone, were 
diluted at the concentrations of 1.000 0, 0.500 0, 0.250 0, 0.125 0 and 0.062 5 mg/mL. The 
Kirby-Bauer test was adopted to evaluate the antibacterial activity of the seven plant secondary 
metabolites by the diameter of inhibition zone after 24 h culture. The results showed that 
Escherichia coli was insensitivity to p-hydroxybenzoic acid and tannic acid, while the other plant 
secondary metabolites showed different extent inhibitory effects on the three tested bacteria. For 
the E. coli, the inhibitory effect was in the rank order of ellagic acid>juglone>rutin=syringic 
acid>chlorogenic acid>p-hydroxybenzoic acid-tannic acid. The order of inhibitory effect on B. 
subtilis was ellagic acid>chlorogenic acid>p-hydroxybenzoic acid>syringic acid>tannic 
acid>rutin>juglone. Meanwhile, the order of inhibitory effect on S. aureus was juglone>syringic 
acid>rutin>tannic acid>ellagic acid>p-hydroxy benzoic acid>chlorogenic acid. In summary, 
chlorogenic acid, ellagic acid, syringic acid, rutin, tannic acid, p-hydroxybenzoic acid and juglone 
have different inhibitory effects on E. coli, B. subtilis and S. aureus. Ellagic acid has a strong 
inhibitory effect on E. coli and B. subtilis, and juglone has a strong inhibitory effect on E. coli and 


S. aureus. 
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